Triiodothyronine (T3) is known to play a key role in the function of several tissues/organs via the thyroid hormone receptor isoforms alpha (TRα) and beta (TRβ) . Abnormalities in skeletal muscle function have been associated with increased levels of T3, which is a major sarcopenia (loss of sarcomeres). Although the phenomenon of sarcopenia induced by T3 has been widely reported, little is known about the molecular mechanisms involved in proteolysis induced by T3. In this study we have investigated the effects of T3 and GC-24, a novel synthetic TRβselective compound, on the ubiquitin proteasome pathway. We analyzed the effect of T3 and GC-24 on the radial trophism, ubiquitination levels and gene expression of the ubiquitin-proteasome pathway, which are important regulators of muscle proteolysis in the skeletal muscle. We have addressed the ubiquitin ligases (Atrogin-1, MuRF-1 and E3α) and the deubiquitinating enzymes (UBP45, UBP69 and USP28).
Wistar male rats (170-200g) were divided in 4 groups (Control, 12, 1 and 7 days).
Rats received T3 (30µg/100g) and GC-24 (16 µg/100g). After decapitation, EDL and soleus muscles were removed for histological analysis, protein expression and gene expression. Cross sectional area was determined in histological sections through the software "Image-Pro Plus. The ubiquitination levels was determined by Western Blot and gene expression determined by Real Time PCR analysis. reduced the diameter of the muscle fibers vs control group. Both T3 and GC-24 incresed the ubiquitination levels, in the soleus and EDL. Regarding gene expression analysis, T3 and GC-24 modulate the gene expression in a differential manner. In the soleus, T3 increased Atrogin-1 and E3 alpha gene expression, while did not alter Murf-1 gene expression. On the other hand, in EDL Atrogin-1 gene expression is not altered, while E3 alpha and Murf-1 are elevated by T3. In the soleus and EDL deubiquitinating gene expression is mostly not altered, exception made for UBP 45, which is reduced by T3 in soleus muscle. GC-24, increased gene expression of E3α and MuRF-1 in the soleus, while did not alter Atrogin-1 gene expression. However, in EDL muscle, GC-24 increased Atrogin-1 and E3α mRNA, while did not alter MuRF-1.
Finally, GC-24 decreased UBP 45 gene expression in EDL muscle and USP 28 gene expression was robustly elevated by GC-24 in both muscles analyzed. This data shows that GC-24 is able to strongly modulate genes that are less responsive or even unresponsive to T3, pointing that the GC-24-TRb complex might trans-activate differently target genes. However, both T3 and GC-24 are able to modulate the muscle proteolysis.
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INTRODUÇÃO

Hormônio Tireoideano
O hormônio tireoideano (Triiodotironina, T3) desempenha um papel importante no desenvolvimento, diferenciação e metabolismo de vertebrados e é requerido por todos os tecidos para manutenção das funções celulares (ZHANG E LAZAR, 2000) . Muitos efeitos da T3 são mediados por receptores nucleares de alta afinidade, conhecidos como receptores do hormônio tireoideano (TRs), codificados por dois genes: o gene TRα (C-erbA-α) e o gene TRβ (C-erbAβ) (LAZAR, 1993).
As isoformas de TR, como descritas anteriormente, são codificadas por 2 genes (YEN, 2001) . O gene TRα codifica as variantes TRα1 e TRα2, sendo que a última não se liga ao T3 e atua, pelo menos in vitro, como um antagonista das isoformas funcionais (KATZ e LAZAR, 1993) . O gene TRβ codifica 3 isoformas funcionais -TRβ1, TRβ2 e TRβ3 -e uma isoforma truncada denominada de TR∆β3 (WILLIAMS, 2000) . Quanto à distribuição tecidual dos TRs, estes são expressos virtualmente em todos os tecidos, embora a distribuição seja heterogênea. TRα1 é predominantemente expresso no músculo esquelético, tecido adiposo marrom (MITSUHASHI et al., 1988) , tecido cardíaco (GLOSS et al., 2001) , cerebelo e tecido ósseo (FORREST et al., 1996; WILLIAMS et al., 1994) . TRα2 é muito expresso no cérebro (MITSUHASHI e NIKODEM, 1989) e também é encontrado no tecido muscular esquelético e cardíaco, testículos, rins e tecido adiposos marrom (HODIN et al., 1990; MITSUHASHI e NIKODEM, 1989) . TRβ1 é a isoforma mais homogeneamente distribuída; porém, é encontrada em altas concentrações no cérebro, fígado e rins (HODIN et al., 1990) A isoforma TRβ2 é encontrada quase que exclusivamente no eixo hipotálamo/hipófise e no sistema nervoso central (HODIN et al., 1990) . A isoforma TRβ3, ainda pouco estudada, possui uma (ECKEY et al., 2003; LAZAR, 1993) .
Os TRs atuam como repressores ou ativadores da transcrição gênica, ou seja, regulam a expressão do gene alvo, tanto na presença quanto na ausência do seu ligante, a T3 (ECKEY et al., 2003; GLASS, 1994) . Para que essa regulação ocorra é necessário que o TR, através do DBD, ligue-se com alta afinidade a regiões específicas do gene alvo. Estas regiões do DNA reconhecidas pelos TRs recebem o nome de elementos responsivos ao receptor do hormônio tireoideano (TREs) (BASSETT et al., 2003; GLASS, 1994; WILLIAMS et al., 1994) . Os TRs se ligam predominantemente como heterodímeros, ou seja, associados a outros receptores nucleares. Os principais receptores nucleares que se associam ao TR para formar heterodímeros são os receptores de ácido retinóico (RXR e RAR) e receptores de Vitamina D (VDR), sendo a ligação mais forte com RXR. A ligação do TR em forma de monômero ou homodímero também pode ocorrer, porém, é relativamente fraca, levando a uma rápida dissociação do complexo TR-TRE (BASSETT et al., 2003; GLASS, 1994; WILLIAMS et al., 1994) . Os TREs podem ser classificados como positivos (pTRE) quando o complexo T3-TR-TRE induz a transcrição gênica, ou negativos (nTRE), quando este complexo inibe a transcrição gênica (ECKEY et al., 2003) .
Além da formação do complexo T3-TR-TRE, proteínas co-reguladoras participam do processo de regulação da transcrição gênica. Desta forma, o complexo pode interagir com co-ativadores e co-repressores (BASSETT et al., 2003) . A modulação do complexo de pré-inicialização por ativadores transcricionais envolve não somente uma ação direta, mas também componentes de ações indiretas da maquinaria de transcrição basal. Os co-repressores podem se ligar a ativadores transcricionais e inibir a formação de um complexo transcricional ativo. Os co-repressores classicamente conhecidos são SMRT (silencing mediator for RAR and TR) e NCoR (nuclear receptor co-repressor). Ambos apresentam estrutura e função muito semelhantes, promovendo a deacetilação de histonas no nucleossomo, tornando a cromatina condensada e, portanto, inviável para o acoplamento da maquinaria transcricional (BASSETT et al., 2003; ECKEY et al., 2003) . A ligação do hormônio promove a dissociação dos co-repressores e o recrutamento de coativadores, que por sua vez remodelam a cromatina fazendo com que a mesma se torne permissiva a fatores de transcrição (ECKEY et al., 2003) . Um co-ativador de TR é o SRC-1 (Steroid receptor coactivator-1), que possui atividade acetiltransferase sobre as histonas (histone acetyl transferase -HAT). Esta atividade pode fazer com que os nucleossomos fiquem descondensados e conseqüentemente expõe o DNA a fatores de transcrição. Além disso, SRC-1 também atua como uma proteína adaptadora para a RNA polimerase II e para as demais proteínas envolvidas na regulação gênica basal. Um outro grupo de co-ativadores são as TRAPs (TR associated proteins), que também promovem a ligação da RNA polimerase II ao DNA. A existência destes dois co-ativadores sugere uma ação coordenada, onde inicialmente atua a SRC-1, com sua atividade HAT, e posteriormente as TRAPs, servindo de âncora para toda maquinaria transcricional (BASSETT et al., 2003; MOORE e GUY, 2005 
Ações biológicas da T3
O Hormônio tireoideano tem certas ações biológicas que são atrativas como agente terapêutico no tratamento de dislipidemias e obesidade. Em doses supra fisiológicas este hormônio induz uma rápida e significativa redução do peso corporal (Krotkiewski, 2002) e também a uma redução dos níveis plasmáticos de colesterol e triglicérides (Pucci et al., 2000) . Por outro lado, T3 também promove hipertrofia cardíaca concêntrica e taquicardia (BIONDI et al., 2002 ; KLEIN e OJAMAA, 2001), além de perda de massa óssea (Fallon et al., 1983; Gouveia, 2004 Como mencionado anteriormente, compostos da série GC podem ser usados para promover ações biológicas específicas ao TRβ (tais como redução dos níveis plasmáticos de colesterol e triglicérides) tão eficientes quanto T3 (JOHANSSON et al., 2005; TROST et al., 2000) , além de promover aumento do metabolismo (BAXTER et al., 2004) . Diferentemente da T3, o GC-1 não promove alterações cardíacas como hipertrofia e aumento da freqüência cardíaca (Trost et al., 2000) e também não causa perda de massa óssea (FREITAS et al., 2003) . Segundo Miyabara (2005) , o GC-24 não promove transição do tipo de fibra muscular (Tipo I para tipo II), mas reduz a área de secção transversa (diâmetro) das fibras musculares do tipo I no músculo extensor longo dos dedos (EDL).
Embora o GC-24 não altere o tipo de fibra muscular, ainda não está claro se este composto modula a atrofia muscular, como mencionado anteriormente, uma condição causada pela T3, que leva à perda de força muscular e assim compromete as atividades diárias do indivíduo. A atrofia muscular pode ser definida como redução da área de secção transversa ou comprimento da fibra muscular, ou ambos.
Pode também pode ocorrer uma redução da massa muscular esquelética, conteúdo protéico ou redução do número de fibras, e redução da força muscular (CZERWINSKI et al., 1989 ).
Via Ubiquitina Proteassoma
É bem estabelecido que o sistema Ubiquitina Proteassoma é um dos sistemas mais importantes na proteólise muscular (LECKER et al., 1999; MITCH e GOLDBERG, 1996; TAWA et al., 1997) . Tem sido demonstrado que a T3 aumenta a Cadeias poli-ubiquitina se formam a partir da adição de moléculas de ubiquitina ao resíduo de lisina-48 de uma outra molécula de ubiquitina. (KISSELEV et al., 1998) .
A marcação do substrato a ser degradado ocorre através de uma cascata multi-enzimática na qual as enzimas se ligam por meio de ligações tiol-ésteres: Diferentemente das enzimas E1 e E2, a expressão gênica das E3 é altamente modulada em condições de perda muscular muscular, como desuso, desnutrição (GOMES et al., 2001 ) (MEDINA et al., 1991 , imobilização, sepse (Tiao et al., 1996) , grandes queimaduras, hipertireoidismo (KETTELHUT et al., 1988; Solomon e Goldberg, 1996; Tawa et al., 1997 ), desnervação (MEDINA et al., 1991 )(WING et al, 1995 e hipogravidade, entre outras (BODINE et al., 2001; FISCHER et al., 2000; GOMES et al., 2001; LECKER et al., 2004 , NURY et al, 2007 . Estudos têm demonstrado que a expressão de genes codificados por E3, tais como Muscle Ring Finger 1 (MuRF-1), Muscle Atrophy F-box (MAFbx ou Atrogin-1) e E3 Alpha/UBR1
(E3α) está aumentada nestes modelos de atrofia muscular. E3α foi a primeira E3 implicada em processos de atrofia muscular (SOLOMON e GOLDBERG, 1996) . A mesma é responsável por aumentar as taxas de ubiquitinação de proteínas de meia vida curta (N-end rule) encontradas em músculos que estão em processo de atrofia.
Animais knockout para E3α, MAFbx e MuRF-1 (E3α/ UBR1 -/-, MAFbx -/e MuRF-1 -/-) têm sido gerados (BODINE et al., 2001) . Em condições normais esses animais são fenotipicamente idênticos aos animais selvagens. Após desnervação muscular ou desnutrição a perda de massa muscular é significativamente menor nos animais E3α/ UBR1 -/-, MAFbx -/e MuRF-1 -/em comparação aos animais desnutridos ou desnervados do grupo Controle (BODINE et al., 2001; KWON et al, 2001 ).
Desubiquitinação
A conjugação da molécula de ubiquitina a uma proteína alvo específica é um processo reversível, pois enzimas de desubiquitinação (DUB) são capazes de remover a Ub do substrato protéico e livrar a proteína da degradação. Entretanto, as moléculas de Ub não são degradadas e sim constantemente recicladas através da ação de hidrolases de cisteína específicas. Estas enzimas são responsáveis por reciclar ubiquitina de cadeias multi-ubiquitina conjugadas com proteína-substrato e manter o proteassoma livre. As DUBs podem ser agrupadas com base na homologia de sua seqüência em duas classes bem definidas: hidrolases do terminal C da ubiquitina (ubiquitin carboxy-terminal hydrolases -UCH) e proteases de processamento específicas para ubiquitina (ubiquitin processing proteases -UBPs, também conhecidas como ubiquitin specific proteases -USPs) (Fischer, 2003; Wilkinson, 2000) . As UBPs são responsáveis pela clivagem dos precursores de ubiquitina e de cadeias poli-ubiquitina, gerando Ub livre; enquanto as UCH hidrolisam ligações éster e amida de pequenos aductos ligados ao terminal C da Ub (AMERIK e HOCHSTRASSER, 2004) . O aumento da expressão das enzimas de desubiquitinação está associado ao aumento da proteólise muscular e implica a regulação de genes envolvidos no sistema Ub-proteassoma, tais com UBP45, UBP69 e USP28 (COMBARET et al, 2004) . USP28 é preferencialmente expressa no músculo esquelético e cardíaco e UBP45 e UBP69 estão envolvidas na regulação da diferenciação de células musculares (PARK et al, 2002) .
CONCLUSÕES
T3 e GC-24 promoveram a redução do diâmetro das fibras musculares em relação ao grupo Controle em todos os períodos avaliados. Ambos aumentaram o nível de proteínas ubiquitinadas, tanto no osso sóleo quanto no EDL.
Em relação à expressão gênica, T3 e GC-24 modularam a expressão dos genes analisados de maneira diferenciada. Esses dados sugerem que GC-24 é capaz de modular genes que são pouco responsivos ou não responsivos à T3, apontando que o complexo TRβ/GC-24 pode transativar genes alvos.
Contudo, tanto T3 quanto GC-24 são capazes de modular a proteólise muscular.
